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PROCEDE ESSENTIELLEMENT AUTOMATISE DE 
CRIBLAGE A GRANDE ECHELLE DE CELLULES 
SECRETANT DES ANTICORPS MONOCLONAUX 

5 La presente invention se rapporte au domaine de ^'identification et 

la selection d'anticorps monoclonaux, presentant des proprietes 
avantageuses, notamment en termes de specificite et d'affinite. L'invention 
concerne plus precisement Amelioration des procedures et I'elaboration 
de moyens efficaces aux fins du criblage de tels anticorps. 

!0 La presente invention a pour objet un procede essentiellement 

automatise de criblage in vitro et a grande echelle de cellules secretant au 
moins un anticorps monoclonal specifique et affin pour un compose 
d'interet, ledit anticorps etant particulierement utile a des fins de 
recherche, diagnostic et/ou therapie. 

15 L'invention concerne egalement un procede pour ameliorer la 

production, par un animal, de cellules productrices d'anticorps diriges $ 
contre un compose d'interet, et ce, en stimulant la reponse immunitaire de ' 
I'animal et en augmentant le nombre d'anticorps differents produits par 
lesdites cellules et diriges contre le compose d'interet. 

20 Les anticorps appartiennent a la famille des immunoglobulines. lis 

sont produits par les lymphocytes B (ou cellules B ou encore « cellules 
productrices d'anticorps »). 

Les anticorps represented un moyen actif essentiel pour la defense 
d'un organisme hote contre un compose etranger. Une tel compose peut 

25 etre, par exemple, un parasite, un virus, une bacterie, un polypeptide, un 
polysaccharide, etc... 

Conformement a I'usage, le compose etranger susvise est un 
«antigene» capable de declencher une reponse immunitaire chez 
I'organisme hote. Plus precisement, chaque antigene comprend un ou 
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plusieurs « epitopes », formes par la ou les parties specifiques de ce 
dernier, qui reagissent avec le ou les anticorps. 

L'antigene et I'anticorps se lient selon une reaction de type « ligand- 
recepteur». Plus particulierement, I'anticorps presente a sa surface un 
5 site appele « paratope », capable de reconnaTtre l'antigene et 
correspondant au site de liaison specifique avec un epitope de cet 
antigene. 

En reponse a la presence d'un antigene, le systeme immunitaire de 
I'organisme reagit en produisant autant de types d'anticorps differents qu'il 

10 y a d'epitopes dans l'antigene. 

Les cellules dendritiques sont egalement appelees « cellules 
sentinelles » ou « cellules presentatrices d'antigenes ». Ces cellules 
permettent la stimulation du systeme immunitaire humoral et cellulaire, 

Le processus consistant a capter les antigenes infectieux ou 

15 tumoraux, la degradation de ces derniers dans les cellules dendritiques et 
la presentation des epitopes par ces cellules sont connus (Dendritic cells : 
biology and clinical applications. Ed. M.T. Lotze, A.W. Thomson, 
Academic Press, 1999). Brievement, les agents infectieux ou tumoraux 
sont reconnus et degrades a I'interieur des cellules dendritiques. Ensuite, 

20 les fragments ainsi obtenus sont presentes a la surface des cellules. Ces 
fragments etrangers sont alors reconnus par les lymphocytes. Le 
processus immunitaire humoral et cellulaire ainsi sollicite conduit a la 
production d'anticorps diriges contre ces tumeurs et/ou ces agents 
infectieux. 

25 Le recrutement des cellules dendritiques et le processus de 

presentation des epitopes sont des etapes essentielles dans la reponse 
immunitaire. 

La reponse immunitaire induite par la presence d'un antigene 
comprend la production simultanee, par une population polyclonal de 
30 lymphocytes B (i.e., une population heterogene composee de plusieurs 
types de lymphocytes B), d'une multitude d'anticorps. A ce titre, cette 



r§ponse immunitaire est polyclonal, en ce quelle n&sulte de la production 
de plusieurs types d'anticorps, chaque type d'anticorps etant produit par 
un type de lymphocyte B. 

Or, i'utilisation d'anticorps polyclonaux, £ des fins de recherche ou 
5 diagnostic, et surtout dans le cadre de traitements prophylactiques et/ou 
therapeutiques, pose a Evidence des problemes de specificite vis-a-vis 
d'un antigene particulier. 

Ces problemes ont ete jusqu'a pr§sent en grande partie r6solus 
grace aux travaux de Kohler et Milstein, publics en 1975 (Nature 256 : 

10 495-497). Ces derniers ont en effet mis au point une technique de 
production d'anticorps monoclonaux, c'est-a-dire d'anticorps homogenes 
et de specificite definie. Grace a cette methode et aux technologies de 
biologie moleculaire devenues aujourd'hui conventionnelles, la preparation 
d'anticorps monoclonaux a la carte, en quantites illimitees, presente un 

15 interet considerable pour la medecine clinique, I'industrie et la recherche 
scientifique. 

A Pheure actuelle, il est theoriquement possible de concevoir des 
anticorps monoclonaux contre tout type de substances, ce qui, 
auparavant, etait difficilement envisageable. D'une maniere generate, les 

20 anticorps monoclonaux, de par leur specificite et leur affinite vis-a-vis 
d'antigenes particuliers, constituent des outils d'identification ayant des 
champs duplications tres vastes : 6tudes analytiques, cytologiques, 
histologiques, fonctionnelles, ou biochimiques. Les anticorps monoclonaux 
sont ainsi tres largement employes en diagnostic et dans la recherche 

25 medico-pharmaceutique. lis trouvent en outre de nouveaux debouches en 
therapie. 

Les societes et laboratoires de biotechnologies ont, jusqu'a ce jour, 
adopte differentes approches et techniques afin d'identifier le « meilleur » 
anticorps monoclonal, i.e., I'anticorps monoclonal le plus specifique et le 
30 plus affin vis-a-vis d'un antigene implique dans I'etiologie d'une maladie 
donn6e. Le meilleur anticorps ainsi identifie pourrait done etre 



avantageusement utilise dans le cadre du diagnostic, de la prevention 
et/ou du traitement de cette maladie. Cependant, les chercheurs et 
ingenieurs ne creent pas un anticorps comme Ton pourrait synthetiser une 
molecule chimique. En fait, leurs travaux consistent essentiellement a 
5 determiner, parmi les 10 11 types d'anticorps produits par le systeme 
immunitaire de I'homme ou de I'animal, quels sont les anticorps qui 
correspondent le mieux aux antigenes en cause. La strategie repose done 
sur ('identification et la selection du ou des meiileurs anticorps 
monoclonaux parmi un groupe de candidats potentiels. C'est ce que I'on 

10 appelle couramment le « criblage » (ou « screening »). 

Les societes de genomique specialisees dans le developpement 
d'anticorps monoclonaux disposent de banques d'anticorps 
potentiellement candidats pour combattre un grand nombre de maladies. 
Afin de reduire le nombre de candidats potentiels, tous les anticorps de la 

15 banque sont mis en contact avec un antigene. Ensuite, sont selectionnes 
les anticorps qui presentent le plus d'affinite vis-a-vis de cet antigene. 
Cependant, les banques sont constitutes, non pas d'anticorps complets, 
mais de fragments d'anticorps (technologie dite de « phage display »). 
Ainsi, le plus souvent, ces societes parviennent a identifier rapidement des 

20 fragments d'anticorps interessants. Elles rencontrent en revanche de 
grandes difficultes lorsqu'il s'agit d'obtenir un anticorps complet. En effet, 
les banques de fragments d'anticorps ne sont generalement pas 
representatives de I'ensemble des 10 11 types d'anticorps distincts que le 
systeme immunitaire d'un organisme est capable de produire. Aussi est-il 

25 necessaire de reconstituer, par des techniques d'ingenierie, des anticorps 
complets a partir des fragments d'anticorps selectionnes, ce qui peut 
aboutir a la construction d'anticorps de specificite et/ou d'affinite 
insuffisante(s). 

Les societes de biotechnologie cellulaire ont adopte une approche 
30 differente. Des antigenes, individualises ou non, sont injectes a des 
animaux (souris ou rats transgeniques humanises). Ensuite, par 
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hybridation somatique classique, mais en utilisant des souris ou des rats 
transgeniques humanises, un complexe cellulaire est mis en evidence, 
ledit complexe comprenant, entre autres, les anticorps qui ont ete produits 
par la souris ou le rat en presence des antigenes injectes. Toutefois, ces 
societes ne disposent pas des capacites et moyens necessaires a la mise 
en ceuvre d'un criblage rapide et peu onereux, permettant d'identifier 
chaque anticorps interessant produit par le systeme immunitaire. En effet, 
dans la mesure ou cette approche ne fait pas intervenir de techniques 
susceptibles d'etre mises en oeuvre a grande echelle, elle se trouve 
necessairement limitee en ce que tous les anticorps potentiellement 
interessants ne peuvent pas etre identifies par un seul criblage. En 
consequence, il est probable que les candidats ainsi identifies ne soient 
finalement pas les meilleurs en termes de specificite et/ou d'affinite. 

En outre, il est actuellement impossible, selon I'une ou I'autre de 
ces approches, d'etudier en detail les epitopes auxquels les anticorps 
selectionnes se lient, sans que ces epitopes ne soient au prealable 
identifies. 

En definitive, il est actuellement de premiere necessite de disposer 
de procedures et moyens permettant: d'une part, I'identification des 
anticorps les meilleurs en termes de specificite et/ou d'affinite, et d'autre 
part I'identification des epitopes reconnus par ces anticorps. 

Le procede objet de la presente invention, dont la plupart des 
etapes est automatisable, repond a de tels soucis d'acuite du criblage 
(selectionner le(s) meilleur(s) anticorps pour une application donnee et, le 
cas echeant, identifier les epitopes en cause), de rationalisation et 
d'economie, en ce qu'il : (i) permet I'identification et la selection du ou des 
meilleurs anticorps parmi un grand nombre de candidats potentiels ; (ii) 
permet de proceder a des cartographies d'epitopes (« epitope 
mapping ») ; (Hi) est rapide a mettre en oeuvre ; (iv) fournit des resultats 
reproductibles ; (v) permet de cribler simultanement un grand nombre de 
cellules productrices d'anticorps ; (vi) peut etre mis en ceuvre par un 
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personnel non specialise ; et (vii) peut etre mis en oeuvre a des fins de 
criblage en routine pour repondre aux besoins du laboratoire de recherche 
ou d'analyse, de la structure hospitaliere ou de I'industrie. 

Pour cela, le procede seion I'invention combine avantageusement 
5 un criblage cellulaire a grande echelle et une technologie de proteomique 
permettant d'identifier precisement I'antigene et/ou le ou les epitopes 
reconnus par un anticorps donne. 

Grace a cette connaissance, I'invention rend desormais possible un 
criblage optimal des anticorps par I'identification du ou des meilleurs 
10 anticorps pour une application donnee. Ainsi, la pertinence statistique du 
criblage est amelioree, dans la mesure ou le procede objet de la presente 
invention augmente non seulement la quantite d'anticorps monoclonaux 
differents secretes par les cellules soumises au criblage, mais egalement 
la qualite de ces anticorps, en termes de specificite et/ou d'affinite. 
15 Selon un premier aspect, la presente invention a pour objet un 

procede essentiellement automatise de criblage in vitro et a grande 
echelle de cellules secretant au moins un anticorps monoclonal specifique 
et affin pour un compose d'interet. 

Par « essentiellement automatism », Ton doit comprendre que 
20 toutes les etapes du procede conforme a I'invention peuvent etre, sauf 
mention contraire dans la suite du texte, avantageusement automatisees. 

Selon un premier mode de realisation illustre par la Figure 1, ce 
procede comprend au moins les etapes suivantes : 

(10) la distribution de cellules productrices d'anticorps dans au moins 
25 un puits d'au moins une plaque de culture ; 

(12) la culture desdites cellules (« culture sur plaques ») dans des 
conditions permettant leur croissance, avec detection concomitante de 
la croissance cellulaire et de la qualite des cultures ; 
(14) le criblage iteratif desdites cellules pour la secretion d'anticorps, 
30 avec clonage des cellules secretant au moins un anticorps 
interagissant avec ledit compose d'interet ; et 
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(16) la selection d'au moins une cellule secretant un anticorps 
monoclonal specifique et affin pour ledit compose d'interet. 

Au sens de I'invention, un « compose d'interet » est un antigene 
comprenant au moins un epitope. Un tel compose est notamment choisi 
5 parmi : des proteines, des acides nucleiques, des particules virales, des 
peptides synthetiques, des composes chimiques, des organes, des 
organelles (par exemple, appareils de Golgi, mitochondries, etc.), des 
cellules entieres (par exemple, cellules de mammiferes, cellules 
vegetales, bacteries, etc.), des fragmentations sub-cellulaires (par 
10 exemple, fragments de membranes cellulaires, de mitochondries, etc..) 
En particulier, le compose susmentionne est une cellule tumorale. En 
pareil cas, I'on mettra avantageusement en ceuvre le procede conforme a 
la presente invention sur la cellule tumorale d'interet et, en parallele, sur 
une cellule normale issue du meme tissu (cellule normale correspondant a 
15 la cellule tumorale). 

Les « plaques de culture », « plaques de criblage » (utilises lors 
de I'etape (14) de criblage iteratif indiquee ci-dessus), et « plaques de 
stockage » pour la constitution de banques cellulaires, sont telles que 
classiquement utilisees pour les cultures cellulaires. En particulier, une 
20 telle plaque comprend 6, 12, 24, 96 ou 384 puits. De maniere preferee, 
elle comprend 96 ou 384 puits. 

Les plaques de culture obtenues lors de I'etape (10) susmentionnde 
represented, dans le contexte de I'invention, les « plaques-meres » de 
culture. 

25 De preference, la distribution des cellules selon I'etape (10) est 

effectuee a raison d'au moins 3x1 0 5 cellules par puits. 

La « culture sur plaques » des cellules conformement a I'etape (12) 

est effectuee en milieu selectif classique (par exemple : milieu RPMI, 1% 

melange penicilline/streptomycine, 1% pyruvate, 2% glutamine, 10% 
30 serum veau fcetal, 1% 8-azaserine, 1% hypoxanthine), generalement sur 

une periode comprise entre au moins 7 jours et au plus 21 jours, ladite 
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periode etant de preference comprise entre 7 et 15 jours. En pratique, 
cette periode depend de la densite des cellules dans les puits. Une fois la 
periode de culture ecoulee, le milieu de culture est change de maniere 
automatisee. Ainsi, le milieu ancien est preleve et utilise dans le cadre du 
criblage iteratif [etape (14)], tandis que du milieu de culture neuf est ajoute 
aux puits des plaques-meres. 

La « detection de la croissance cellulaire » concomitamment a la 
culture [etape (12)] peut etre effectuee de maniere manuelle, par un 
operateur. En ce cas, Ton peut faire appel a un test statistique. Les 
estimateurs suivants peuvent etre utilises. 

- L'estimateur c: « le puits est contamine », avec p(c) distribute 
suivant une loi binomiale B(n,p), oCi n est le nombre de puits observe 
par un operateur qualifie, et p, la probabilite qu'un puits soit 
contamine ; c prend la valeur discrete 1 si le puits est contamine, ou 0 
si rien d'anormal n'est observe. D'apres le theoreme du maximum de 
vraisemblance, le test est fiable a 95% si n=30. L'operateur observe 
done 30 puits differents choisis aleatoirement comme suit. Les puits 
sont numerates de 1 a N, avec 1, le numero du premier puits de la 
premiere plaque de 96 puits de culture (coordonnees sur la plaque : 
A1), et N, le numero du dernier puits de la demiere plaque de 96 puits 
de culture (coordonnees sur la plaque : H12). Les numeros des puits a 
observer sont choisis aleatoirement dans la liste grace a un generateur 
de nombres aleatoires (MS Excel). 

- L'estimateur C : « au moins un puits observe est contamine », avec 
p(C) distribute suivant une loi binomiale B(1,P), ou P, la probabilite 
que 30 puits soient contamines, prend la valeur discrete 1 si au moins 
un puits est contamine, ou 0 si rien d'anormal n'est observe. Si P(C) = 
0, on considere que I'ensemble des puits de culture est exempt de 
contaminations avec une fiabilite de 95%. La croissance cellulaire 
moyenne est evaluee empiriquement par l'operateur sur les 30 puits 
observts. 
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Alternativement, cette detection peut Stre automatisee, par exemple 
au moyen d'au moins une technique choisie parmi : 

- I'analyse colorimetrique du pH du milieu de culture ; 

- la mesure du pH du milieu de culture a I'aide d'au moins une 
5 sonde ; 

- I'analyse de I'image des puits des plaques ; 

la mesure de la conductivity du milieu de culture au moyen 
d'une microelectrode ; 
la turbidim^trie ; ou 
10 - n'importe quelle combinaison de ces techniques. 

Ce sont la des techniques conventionnelles, connues de I'homme 
du metier. 

Au sens de I'invention, la « qualite des cultures » fait reference a 
Pabsence de contamination desdites cultures. 
15 Selon un deuxieme mode de realisation illustre par la Figure 2, 

I'etape (14) de criblage iteratif comprend au moins le module de criblage 
suivarit : 

- le transfert du milieu de culture preleve a partir d'au moins un puits 
d'au moins une plaque de culture (#n), dans au moins un puits d'au 

20 moins une plaque de criblage (#n) ; 

- le criblage des cellules pour au moins un critere de selection donne ; 

- le repiquage selectif des cellules satisfaisant ledit critere dans au 
moins un puits d'au moins une nouvelle plaque de culture (#n+1) ; et 

- la culture desdites cellules (« culture sur plaques ») dans des 
25 conditions permettant leur croissance, avec detection concomitante de 

la croissance cellulaire et de la qualite des cultures. 

L'on entend ici par « module », un enchamement d'etapes 
susceptible d'etre itere plusieurs fois, en boucle. Ainsi, d'un module au 
module suivant, vont changer : 
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- les plaques de culture initiates (#n), a partir desquelles le milieu de 
culture (egalement appele ici « surnageant de culture ») est preleve et 
transfer^ ; 

- les plaques de criblage (#n) ; 

5 - le ou les criteres de selection ; et 

- les plaques de culture (#n+1). 

Au sens de la presente invention, le critere de selection est choisi 
parmi les criteres suivants (voir Figure 2): la secretion d'anticorps 
(« precriblage ») ; la secretion d'anticorps interagissant avec le compose 

10 d'interet (« criblage primaire»); la secretion d'anticorps monoclonaux 
specifiques dudit compose d'interet (« criblage secondaire ») et la 
secretion d'anticorps monoclonaux sp6cifiques et affins pour ledit 
compose d'interet (« criblage tertiaire »). De preference, tous ces criteres 
sont successivement appliques dans I'ordre indique ci-dessus. Dans ces 

15 conditions, le module susmentionne est itere quatre fois. II est neanmoins 
possible de s'affranchir du critere de precriblage. L'on realise alors 
d'emblee le criblage primaire, ce qui reduit le nombre d'iterations du 
module supra a trois. 

Avantageusement, lorsque le criblage primaire est effectue, qu'il 

20 soit precede ou non du precriblage, l'on realise une etape supplemental 
de clonage des cellules, comme detailte ci-dessous [etape (146) ; voir 
<§galement Figure 2]. 

En outre, le dernier module effectue, correspondant selon 
I'invention au criblage tertiaire, ne comprend pas necessairement les 

25 etapes de repiquage selectif et culture sur plaques. En effet, le criblage 
tertiaire proprement dit est de preference suivi par au moins une etape de 
selection d'au moins une cellule secretant un anticorps monoclonal dont la 
specificite et/ou I'affinite pour le compose d'interet sont superieures a 
celles des anticorps monoclonaux secretes par les autres cellules [etape 

30 (16), voir Figures 1 et 2]. 
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L'expression « repiquage selectif des cellules » obeit a I'acception 
usuelle dans le domaine de la biologie cellulalre. 

En prlncipe, dans le cadre du criblage iteratif [etape (14)], les 
cultures sur plaques sont realisees en milieu standard (par exemple : 
milieu RPMI, 1% melange penicilline/streptomycine, 1% pyruvate, 2% 
glutamine, 10% serum veau foetal). Les temps de culture pour I'etape (14) 
sont identiques aux periodes indiquees supra s'agissant de I'etape (12). 

La « detection de la croissance cellulaire » est telle que definie 
precedemment en ce qui concerne I'etape (12). 

En premier lieu, le module facultatif de precriblage comprend au 
moins les etapes suivantes : 

(140) le transfert du milieu de culture preleve a partir d'au moins une 
plaque-mere de culture [a Tissue de I'etape (12)], sur au moins une 
plaque de criblage (plaque de criblage #0) ; 

(141) le precriblage des cellules pour la secretion d'anticorps ; 

(142) le repiquage selectif des cellules sur au moins une plaque de 
culture (plaque de culture #1) ; et 

(143) la culture sur plaques desdites cellules. 

L'etape (141) correspond a un criblage qualitatif, comprenant au 
moins : 

(1411) la detection de la secretion d'anticorps ; et 

(1412) la selection des cellules secretant au moins un anticorps. 

Plus precisement, I'etape (1411) de detection de la secretion 
d'anticorps comprend au moins : 

(14111) le prelevement d'au moins un echantillon de surnageant de 
culture ; et 

(14112) la detection de la secretion d'anticorps dans cet echantillon. 
Alternativement, cette etape (1411) comprend au moins la detection 

de la secretion d'anticorps directement dans les puits. 

Le precriblage selon I'etape (141), en particulier I'etape (1411) ci- 
dessus, est susceptible d'etre mis en ceuvre a I'aide de n'importe quel 
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systeme de detection d'une liaison de type « ligand-recepteur », connu de 
1'homme du metier. A titre d'exemples, I'on peut citer des systemes 
d'immunodetection qui utilisent des isotopes ou des enzymes, des 
techniques basees sur la detection d'une luminescence ou d'une 
fluorescence, des methodes mettant en oeuvre des micro-puces, etc... En 
particulier, I'homme du metier dispose des techniques classiques 
E.L.I.S.A. (pour « Enzyme-linked Immunosorbent Assay »), des systemes 
«TopCount» ou « Alpha Screen » (Perkin Elmer Life Sciences Inc., 
Boston, MA, Etats-Unis), ou encore FMAT 8100 ou FMAT 8200 (Applied 
Biosystems, Manchester, Grande-Bretagne). La mise en ceuvre du 
precriblage peut notamment faire appel a des moyens classiques relevant 
de la micro- ou la nanotechnologie. Les volumes d'echantillons 
necessaires sont alors avantageusement inferieurs a 10 uL. 

En second lieu, le module de criblage primaire comprend au moins 
les etapes suivantes : 

(144) le transfert du milieu de culture, preleve a partir d'au moins une 
plaque de culture #1 si le precriblage a ete realise, ou a partir d'au 
moins une plaque-mere de culture dans le cas contraire, sur au moins 
une plaque de criblage (plaque de criblage #1) ; 

(145) le criblage primaire des cellules pour la secretion d'au moins un 
anticorps interagissant avec le compose d'interet ; 

(146) le clonage des cellules secretant au moins un anticorps 
interagissant avec ledit compose d'interet ; 

(147) le repiquage des cellules donees sur au moins une plaque de 
culture (plaque de culture #2) ; et 

(148) la culture sur plaques desdites cellules. 

La detection d'une interaction dans chacun des puits d'une plaque 
de criblage, conformement a I'etape (145) de criblage primaire, est 
qualitative. Cette etape (145) comprend au moins : 

(1451) le prelevement d'au moins un echantillon de sumageant de 
culture ; 
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(1452) la detection, dans cet.echantillon, de I'interaction des anticorps 
avec le compose d'interet ; et 

(1453) la selection des cellules secretant au moins un anticorps 
interagissant avec ledit compose d'interet. 

5 Le criblage primaire vise a I'etape (145) peut etre realise a I'aide 

des m§mes techniques que celies citees pour le precriblage. La encore, le 
criblage primaire peut faire appel a des moyens relevant de la micro- ou 
nanotechnologie. Ainsi, les volumes d'echantillons sont avantageusement 
inferieurs a 10 pL. 

10 Le clonage objet de I'etape (146) a pour but de passer des 

populations cellulaires polyclonales presentes dans les puits des plaques 
de precriblage et/ou criblage primaire, a des populations cellulaires 
monoclonales. Un tel clonage peut etre effectue par des methodes 
conventionnelles, bien connues de I'homme du metier. Par exemple, Ton 

15 peut citer le tri cellulaire a I'aide d'un cytometre de flux, la dilution limite, 
realisee sur plaque de culture (generalement, 96 puits) en milieu standard, 
et le clonage en milieu gelose. A Tissue de I'etape (146), I'on dispose 
done, dans chaque puits, de cellules secretant un anticorps monoclonal et 
monospecifique. 

20 En troisieme lieu, le module de criblage secondaire comprend au 

moins les etapes suivantes : 

(149) le transfert du milieu de culture preleve a partir d'au moins une 
plaque de culture #2, sur au moins une plaque de criblage (plaque de 
criblage #2) ; 

25 (150) le criblage secondaire des cellules pour la secretion d'un 
anticorps monoclonal specifique du compose d'interet ; 

(151) le repiquage selectif des cellules sur au moins une plaque de 
culture (plaque de culture #3) ; et 

(152) la culture sur plaques desdites cellules. 

30 L'etape (150) de criblage secondaire correspond & nouveau £ un 

criblage qualitatif. A cet effet, cette etape (150) comprend au moins : 
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(1501) !e pavement d'au moins un echantillon de surnageant de 
culture ; 

(1502) la detection, dans cet echantillon, d'une interaction sp6cifique 
entre un anticorps monoclonal et le compose d'interet ; et 

(1503) la selection des cellules secretant un anticorps monoclonal 
sp6cifique dudit compost d'interSt 

Ce criblage secondare est realisable a I'aide des techniques 
indiqu6es ci-dessus pour le precriblage et le criblage primaire. De maniere 
particulferement interessante, les volumes d'echantillons n6cessaires sont 
inferieurs a 10 pL. 

La notion de « specificite » doit ici etre entendue par rapport a un 
Epitope particulier du compose d'interet. Deux cas de figure peuvent etre 
envisages. 

(i) Le compose d'interet est une cellule tumorale. L'on effectue 
alors un criblage secondare differentiel, c'est-a-dire que Ton 
compare les resultats issus de la detection qualitative de la 
liaison « anticorps monoclonal - cellule normale du meme 
tissu » par rapport a la liaison « anticorps monoclonal - cellule 
tumorale ». L'on considere en ce cas que la liaison « anticorps 
monoclonal - cellule tumorale » remplit le critere de specificite si 
elle est d6tect6e, alors qu'une liaison « anticorps monoclonal - 
cellule normale du meme tissu » significativement plus faible. 
voire nulle, est detectee. 

(ii) Le compose d'interet est different d'une cellule tumorale. II 
convient alors de proceder a une cartographie du ou des 
epitopes, puis de determiner qualitativement si I'anticorps 
monoclonal se fixe sur un epitope particulier. L J on parle de 
« liaison specifique » entre I'anticorps et cet epitope des lors 
que cette derniere condition est remplie. 
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Si le compose d'interet est une cellule tumorale, I'homme du metier 
pourra, pour un meilleur resultat, combiner le criblage secondaire 
differentiel [cas (i)] a une cartographie d'epitopes [cas (ii)]. 

En quatrieme lieu, le module de criblage tertiaire, qui est ici le 
5 dernier module, comprend au moins les etapes suivantes : 

(153) le transfert du milieu de culture preleve a partir d'au moins une 
plaque de culture #3, sur au moins une plaque de criblage (plaque de 
criblage #3) ; et 

(154) le criblage tertiaire des cellules pour la secretion d'un anticorps 
10 monoclonal specifique et affin pour led it compose d'interet. 

Facultativement, ce module comprend en outre : 

(155) le repiquage selectif des cellules sur au moins une plaque de 
culture (plaque de culture #4) ; et 

(156) la culture sur plaques desdites cellules. 

15 Le criblage tertiaire objet de I'etape (154) permet de comparer, de 

maniere quantitative, I'affinite et la specificite des anticorps monoclonaux, 
et, le cas echeant, d'etablir une cartographie des epitopes portes par le 
compose d'interet. Ainsi, I'etape (154) comprend au moins : 

(1541) le prelevement d'au moins un echantillon de surnageant de 
20 culture ; et 

(1542) la mesure de I'affinite d'un anticorps monoclonal pour le 
compose d'interet. 

Plus precisement, I'etape (1542) ci-dessus comprend au moins : 

(15421) la mesure de I'affinite d'un anticorps monoclonal pour le 
25 compose d'interet ; et 

(15422) ('identification et/ou la localisation d'au moins un epitope dudit 
compose d'interet. 

^identification et/ou la localisation d'epitopes (« epitop mapping ») 
sont egalement designees ici par I'expression « cartographie d'epitopes ». 
30 De maniere interessante, les etapes (15421) et (15422) 

susmentionnees peuvent etre concomitantes. 
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Avantageusement, I'etape (154) de criblage tertiaire comprend en 

outre : 

(1543) le classement des anticorps monoclonaux sur la base de leur 
specificite et/ou de leur affinite pour le compose d'interet. 

5 Le complexe antigene-anticorps est obtenu par complementarity 

spatiale et via I'etablissement de liaisons de faible energie (telles des 
liaisons hydrogene, electrostatiques, de Van der Waals, hydrophobes) 
entre les deux paratopes et I'epitope. La somme de ces interactions 
represente une interaction globale plus ou moins forte en fonction de la 

10 specificite de I'anticorps pour I'epitope. De fait, I'association antigene- 
anticorps est reversible, avec une energie d'interaction qui varie d'un 
couple Epitope-paratope a I'autre. 

Dans un modele de cinetique 1:1, ou modele monovalent, les 
energies d'interaction de chacun des deux paratopes ne sont pas prises 

15 en consideration. L'energie globale d'interaction (a savoir l'energie de 
dissociation du complexe) est superieure a la somme arithmetique des 
Energies d'interaction des deux paratopes. Cette energie globale est 
caracterisee par une constante d'equilibre, dite « constante d'affinite » ou 
« constante d'association » Kd, exprimee en L/mol ou M" 1 , et par deux 

20 constantes cinetiques d'association et de dissociation, respectivement k a 
et kd (exprimees en M" 1 ou min" 1 ). Physiquement, K D represente I'inverse 
de la concentration d'anticorps minimale necessaire pour que la reaction 
de formation du complexe soit a I'equilibre pour un antigene donne. La 
constante d'affinite K D est donnee par la formule suivante : 

25 

k a 

Ac + Ag Ac-Ag 
k d 

30 K D = k a /kd =[Ac-Ag]/([Ac]. [Ag]) 
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ou: [Ac] = concentration en anticorps 
[AgJ= concentration en antigene 
[Ac-Ag]=concentration en complexe antigene-anticorps. 

Dans !e modele de cinetique 2:1, ou modele bivalent, plus proche 
de la realite, Ton considere les constantes cinetiques d'association et de 
dissociation de chaque paratope : k a1 , k^ pour un site, et k a2 et kd 2 pour 
I'autre site. Le calcul d'une constante K D globale est alors impossible. Un 
tel modele tient compte du fait que Interaction avec un site conditionne 
I'interaction avec I'autre site, en fonction de I'accessibilite de I'epitope. Les 
reactions suivantes sont alors mises en jeu : 

k a i 

Act + Aaq~» Ac-Ag 

ka2 

kdi 

Ac 2 + Ag-^~^ Ac-Ag 
k d 2 

ou: Ad : premier site d'interaction de I'anticorps (ou paratope n°1) 
Ac 2 : second site d'interaction de I'anticorps (ou paratope n°2). 

Les constantes k a1 , k^, k a2 , k^ peuvent etre mesurees 
graphiquement par linearisation de courbes standard. 

En pratique, le criblage tertiaire peut notamment etre realise au 
moyen d'un dispositif de type Biacore 3000 ou Biacore S51 (Biacore AB, 
Paris, France). Ces dispositifs permettent la mesure de la cinetique 
d'interaction d'un anticorps avec un antigene, les constantes associees 
pour chacun des modeles decrits ci-avant, ainsi que le R 50 , a savoir le 
signal obtenu pour 50% d'anticorps lies. Pour ce faire, ils utilisent la 
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mesure de la variation d'energie du nuage d'electrons libres d'un metal 
(ou plasmon) lorsqu'il est excite par un faisceau de lumiere polarisee. 
Selon un mode d'experimentation, les anticorps sont fixes sur une plaque 
de metal soumis a un rayonnement laser. Une solution d'antigene est 

5 alors injectee et « passe » sur les anticorps fixes avec un debit connu, 
pendant une duree determinee. L'appareil mesure ensuite les variations 
d'energie plasmonique en fonction de la fixation de I'antigene. Le calcul 
des constantes est effectue automatiquement a Paide des n§sultats 
experimentaux ainsi obtenus. 

10 Alternativement, la mesure de I'affinite de liaison [etape (15421) 

mentionnee ci-dessus], representee par les constantes K D , R 5 o, k a , k d dans 
le cas du modele de cinetique 1:1, ou bien R 50 , k a1 , k d i, k a2 , kd 2 dans le cas 
du modele de cinetique 2:1, ainsi que la cartographie des epitopes [etape 
(15422) sus-citee] sont realisees au moyen d'au moins une technique 

15 d'analyse cinetique d'interaction ligand-recepteur telle que : 

- un test RIA ; 

- un test ELISA ; 

- les techniques de proteomique conventionnelles, 
connues de I'homme du metier ; et 

20 - I' utilisation de micro-puces. 

De maniere plus particuliere, aux fins de cartographier des 
epitopes, I'on utilise une plateforme proteomique classique. Une telle 
plateforme est generalement composee d'un systeme d'electrophorese a 
2 dimensions, ou systeme electrophorese 2D, permettant de faire migrer 

25 des proteines, ou des fragments proteiques, en fonction de deux 
parametres : leur poids moleculaire et leur charge. Par exemple, pour 
analyser le profil electrophoretique d'une cellule tumorale par rapport a 
une cellule normale du meme tissu, des echantillons de ces cellules sont 
prepares afin de separer la fraction proteique. Puis, les echantillons sont 

30 places sur un gel et migrent sous I'effet d'un champ electrique. Lors de la 
revelation, Ton peut comparer, soit a I'ceil, soit a I'aide d'un scanner et 
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d'un logiciel d'analyse d'images, les profils electrophoretiques des deux 
cellules, et identifier les signaux ou « spots » specifiques de la cellule 
tumorale, ou encore les proteines surexprimees ou sous-exprimees par la 
cellule tumorale par rapport a la cellule normale. Les spots specifiques 
des cellules tumorales sont alors preleves manuellement (decoupage du 
gel), ou grace a un robot de prtlevement dont le fonctionnement est 
couple a ('analyse informatique d'images. Les proteines emprisonnees 
dans les fragments de gel sont remises en solution. Leur sequence est 
determinee grace a un spectrometre de masse de type MALDI-TOFF. II 
est alors possible d'effectuer une nouvelle electrophorese 2D des 
fragments peptidiques identifies a partir des resultats ainsi obtenus sur les 
proteines, et de cartographier les epitopes de la proteine entiere en 
ajoutant sur le gel les anticorps cribles. Si le compose d'interet est une 
proteine, seule cette seconde electrophorese 2D est pratiquee, 
alternativement a l'« epitop mapping » effectue grace a un dispositif de 
type Biacore (voir supra). Le precede avec ce dispositif est similaire a 
celui decrit ci-dessus : les anticorps « passent » sur un tapis de fragments 
peptidiques (un seul type de fragments par « tapis ») et interagissent avec 
differentes affinites avec ces derniers. Ce precede presente I'avantage de 
fournir, en sus de la cartographie, I'affinite de I'interaction. Cependant, il 
est plus fastidieux a mettre en ceuvre que I'electrophorese 2D. 

Selon un troisieme mode de realisation, une banque cellulaire est 
constitute pour au moins un module de criblage de I'etape (14), a partir 
des plaques de culture obtenues apres repiquage selectif. Ainsi, une 
banque est constitute a Tissue de : 

- I'etape (142) pour le module de precriblage, si ce dernier est mis en 
oeuvre ; et/ou 

- I'etape (147) pour le module de criblage primaire ; et/ou 

- I'etape (151) pour le module de criblage secondaire ; et/ou 

- le cas echeant, I'etape (155) pour le module de criblage tertiaire. 
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De maniere preferee, une banque cellulaire est constitute pour 
chacun des modules de criblage cites ci-dessus. 

Pour ce faire, les cellules repiquees sur au moins une plaque de 
culture [etapes (142), (147), (151) et (155)] sont de nouveau repiquees sur 
au moins une plaque de stockage, ou elles sont encore cultivees sur une 
periode d'environ 7 jours. Puis, les cellules sont prelevees, cultivees et 
congelees selon les techniques connues de I'homme du metier. 

Selon un quatrieme mode de mise en oeuvre du procede objet de 
la presente invention, illustre par les Figures 1 et 2, I'etape (14) de 
criblage iteratif est suivie par au moins : 

(16) la selection d'au moins une cellule secretant un anticorps 
monoclonal de specificite et/ou d'affinite pour le compose d'interet 
superieures a celles des anticorps rnonoclonaux secretes par les 
autres cellules. 

De preference, cette etape (16) n'est pas automatisee. 
Selon un cinquieme mode de realisation illustre par la Figure 3, 
I'etape (10) de distribution citee ci-dessus est au moins precedee par les 
6tapes preliminaires suivantes : 

(1) I'immunisation d'au moins un animal, avec le compose d'interet ; 

(2) facultativement, la mesure de la r6ponse immunitaire dudit animal ; 
et 

(3) la recuperation des cellules productrices d'anticorps. 
Alternativement, au moins les etapes preliminaires suivantes 

precedent I'etape (10) de distribution : 

(0) la mise en contact d'au moins une cellule dendritique (ou « cellule 
presentatrice d'antigene ») et du compose d'interet, de sorte que ladite 
cellule dendritique presente au moins un epitope dudit compose 
d'interet ; 

(1) I'immunisation d'au moins un animal, avec ladite cellule dendritique 
presentant ledit epitope ; 
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(2) facultativement, la mesure de la reponse immunitaire dudit animal ■ 
et 

(3) la recuperation des cellules productrices d'anticorps. 

A I'issue de I'etape (0) de mise en contact, la cellule dendritfque a 
internalise et decoupe le compose d'interet, de maniere a presenter a sa 
surface des fragments dudit compose, ces fragments comprenant, le cas 
echeant, un ou plusieurs epitopes du compose en cause. 

De preference, lorsque le compose d'interet est une cellule 
tumorale, I'etape (0) supra comprend au moins : 

(01) la fusion de la cellule dendritique et de la cellule tumorale ; et 

(02) la recuperation d'au moins une cellule dendritique hybride.' 

Par « cellule dendritique hybride », I'on entend une cellule 
dendritique fusionnee avec une cellule tumorale. Une telle cellule hybride 
presente avantageusement a sa surface non seulement les epitopes 
presentes normalement par la cellule tumorale, mais aussi les epitopes 
cryptiques, qui ne sent normalement pas presentes par la cellule tumorale 
Une telle cellule, comme le montre I'exemple 11-1 ci-dessous, a I'avantage 
de posseder les caracteristiques de la cellule dendritique et de presenter 
davantage d'epitopes de la cellule tumorale que cette derniere, en temps 
normal. 

Lors de I'etape (1) d'immunisation, divers adjuvants peuvent etre 
utilises, notamment ('adjuvant de Freund complet ou incomplet, ou tout 
autre melange de proteines et glycosides connu de I'homme du metier 
pour son utilisation comme adjuvant d'immunite chez I'homme et/ou 
I'animal. 

Plusieurs voies d'inoculation peuvent etre envisages En 
particulier, I'on peut citer les voies sous-cutanee, intradermique, 
intraveineuse, intra-peritoneale, intra-splenique, etc... 

L'inoculation peut etre effectuee a I'aide d'un compose d'interet 
unique ou d'une combinaison de tels composes, selon des programmes 
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d'intervalles de temps et de quantites de composes) d'interet 
eventuellement variables. 

Les techniques d'immunisation afin de produire des anticorps font 
partie des connaissances generates de I'homme du metier. 

L'etape facultative (2) supra correspond a la mesure de la reponse 
immunitaire humorale de I'animal immunise. Cette etape (2) peut 
avantageusement etre mise en ceuvre a I'aide de methodes classiques. 
Par exemple, un prelevement sanguin est effectue sur I'animal. Les 
immunoglobulines G circulantes specifiques du compose d'interet sont 
ensuite dosees par E.L.I.S.A. 

La recuperation des cellules productrices d'anticorps selon l'etape 
(3) consiste, par exemple, a sacrifier I'animal pour prelever sa rate. Les 
cellules sont ensuite dissociees de maniere habituelle. 

A titre d'exemples de cellules productrices d'anticorps convenant a 
la mise en ceuvre du precede objet de la presente invention, Ton peut citer 
les cellules de rate de souris, de rat, de lapin, et d'homme. De preference, 
les cellules productrices d'anticorps sont des cellules de souris. 

Selon un mode de realisation avantageux, les etapes preliminaires 
ci-dessus comprennent en outre (voir Figure 3) : 

(4) la fusion des cellules productrices d'anticorps ainsi recuperees 
avec des cellules immortalisees ; et 

(5) la recup6ration des cellules productrices d'anticorps immortalisees. 
Pour ce faire, de preference, les cellules productrices d'anticorps 

sont fusionnees, par I'operateur, avec des cellules tumorales, notamment 
des myelomes. 

Selon un mode de realisation particulier, les etapes preliminaires 
mentionnees ci-dessus [(1), (2), (3) et, le cas echeant, (4), (5)] ou [(0), (1), 
(2), (3) et, le cas echeant, (4), (5)] ne sont pas automatisees. 

Selon un sixieme mode de realisation, chaque etape du procede 
objet de la presente invention est realisee en atmosphere sterile. Par 
defaut, toutes les etapes des modules du criblage iteratif [etape (14)] 
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peuvent etre mises en oeuvre en atmosphere non sterile, des lors que 
I'etape initiate de chaque module, correspondant au transfert du milieu de 
culture sur des plaques de criblage [etapes (140), (144), (149) et (153)], 
est effectuee en milieu sterile. Ainsi, I'ajout des reactifs dans les puits des 
5 plaques de criblage, I'incubation desdites plaques et la lecture des 
resultats du criblage peuvent dtre realisees en atmosphere non sterile, et 
ce, meme si le compose d'interet est une cellule. En tous les cas, toutes 
les etapes du procede objet de I'invention qui font intervenir les cellules 
productrices d'anticorps sont realisees en atmosphere sterile : notamment, 

10 les etapes de culture sur plaques (12), (143), (148), (152) ; les etapes de 
transfert (140), (144), (149), (153) ; les etapes de repiquage selectif (142), 
(147), (151), (155) ; et la constitution des banques cellulaires. 

Un dispositif de mise en oeuvre d'un procede tel que decrit ci- 
dessus, comprend au moins un systeme automatique controlant : 

15 - au moins une partie de commande d'au moins un robot ; et 
- au moins une partie d'acquisition et traitement des donnees. 

Au sens de I'invention, un « systeme automatique » est un dispositif 
assurant un enchamement automatique et asservi de taches 
conformement aux instructions d'un operateur. 

20 Ainsi, par son fonctionnement, ce systeme automatique tend a 

annuler I'ecart entre une grandeur commandee (grandeur generee par le 
moyen « asservi », c'est-a-dire par le systeme automatique lui-meme) et 
une grandeur de commande (ici, I'instruction generee par I'operateur). 

Selon I'acception usuelle, un « robot » est un dispositif automatique 

25 capable de manipuler des objets ou d'executer des operations selon un 
programme fixe ou parametrable. 

Un « programme » est une sequence d'instructions, lesdites 
« instructions » etant des ordres exprimes en langage de programmation, 
dont ('interpretation entraine I'execution d'operations elementaires 

30 determinees. 
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Un « parametre » est une variable dont la valeur, I'adresse ou le 
nom n'est precise qu'a I'execution du programme. 

Les « donnees » represented ici les resultats d'observations ou 
d'experiences. 

5 Selon des modes particuliers de realisation, (edit systeme 

automatique est programme et/ou parametre par I'operateur (instructions 
de I'operateur). 

Le systeme automatique comprend alors avantageusement une 
memolre dans laquelle est enregistre au moins un programme et/ou au 
10 moins un parametre. 

Le dispositif en question est tel que le systeme automatique genere 
les instructions necessaires au deroulement des etapes et sous-etapes 
automatisees du procede decrit precedemment. 

Dans ce dispositif, la partie de commande d'au moins un robot 
15 controle elle-meme, conformement aux instructions generees par 
I'automate, ledit robot. 

En particulier, un tel robot est capable de : 

- saisir, deplacer, positionner en (x.y.z) au moins une plaque de 
culture, ou de criblage, ou encore de stockage ; et/ou 

20 - stocker ladite plaque ; et/ou 

- prelever du milieu liquide dans au moins un puits situe a une position 
(x,y,z) predeterminee de ladite plaque ; et/ou 

- laver ledit puits. 

La partie d'acquisition ettraitement des donnees, presente dans ce 
d.spositif, analyse, conformement aux instructions generees par le 
systeme automatique, les donnees fournies par au moins un moyen de 
detection qualitative et/ou quantitative des cellules presentes dans au 
moms un puits d'une plaque de culture ou criblage. 

Un moyen de detection particulierement adapte a une mise en 
ceuvre dans le dispositif en cause, est notamment choisi parmi : 
- une unite photometrique d'analyse dudit puits ; 
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- une unite d'analyse d'image dudit puits ; 

- une unite d'autoradiographie comprenant au moins un moyen de 
mesure de la radioactivite dudit puits ; 

- une unite de tri cellulaire comprenant au moins un moyen de 
separation des cellules ; et 

- un dispositif de type Biacore 3000 ou Biacore S51 (voir description 
supra). 

L'ensemble de ces moyens de detection fait intervenir des 
techniques conventionnelles connues de I'homme du metier. 

Dans un tel dispositif, au moins les parties qui interviennent sur les 
cellules productrices d'anticorps elles-memes se trouvent en atmosphere 
sterile. Ainsi, les parties du dispositif mettant en oeuvre les etapes des 
modules du criblage iteratif [etape (14)] peuvent etre situees en. 
atmosphere non sterile, des lors que I'etape initiate de chaque module, , 
correspondant au transfert du milieu de culture sur des plaques de „ 
criblage [etapes (140), (144), (149) et (153)], est effectuee en milieu' 
sterile. 

Selon un deuxieme aspect, la presente invention concerne un 
precede pour ameliorer la production, par un animal, de cellules 
productrices d'anticorps diriges contre un compose d'interet. 

Dans le contexte de I'invention, ce procede permet de stimuler la 
reponse immunitaire de I'animal et d'augmenter le nombre d'anticorps 
differents produits par les cellules et diriges contre le compose d'interet. 

Selon un premier mode de realisation, le procede objet de la 
presente invention comprend au moins les etapes suivantes : 

(20) la mise en contact d'au moins une cellule dendritique et du 
compose d'interet, de sorte que ladite cellule dendritique presente au 
moins un epitope du compose d'interet ; 

(22) ('immunisation d'un animal, avec la cellule dendritique presentant 
ledit epitope ; 
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(24) facultativement, la mesure de la reponse immunitaire dudit 
animal ; et 

(26) la recuperation des cellules productrices d'anticorps. 

Le « compose d'interet » ici vise obeit a la definition donnee supra. 
Lorsque le compose d'interet est une cellule tumoraie, le precede 
conforme a Invention comprend, de preference, au moins les etapes 
suivantes : 

(30) la fusion d'au moins une cellule dendritique et de ladite cellule 
tumoraie ; 

(32) la recuperation d'au moins une cellule dendritique hybride ; 
(34) ('immunisation d'un animal, avec ladite cellule dendritique 
hybride ; 

(36) facultativement, la mesure de la reponse immunitaire dudit 
animal ; et 

(38) la recuperation des cellules productrices d'anticorps. 

Une cellule dendritique, ou cellule presentatrice d'antigene 
convenant a la mise en ceuvre du precede selon ('invention, est, par 
exemple, une cellule dendritique de souris. 

La mise en contact visee a I'etape (20) est realisee de maniere 
conventionnelle, par exemple dans des plaques de culture classiques. 

La fusion selon I'etape (30) fait appel a des techniques classiques 
pour I'homme du metier. 

Une « cellule dendritique hybride » telle que susmentionnee repond 
a la definition supra. 

Les etapes (22), (24) et (26) ou (34), (36) et (38) sont telles que 
definies precedemment. 

Selon un deuxieme mode de realisation, le precede decrit ci-dessus 
comprend en outre au moins les etapes suivantes : 

(40) la fusion des cellules productrices d'anticorps ainsi recuperees 
30 avec des cellules immortalisees ; et 
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(42) la recuperation des cellules productrices d'anticorps 
immortalisees. 

Ces etapes sont conformes aux definitions donnees supra. 

Selon un troisieme aspect, la presente invention est relative a 
('application du procede decrit ci-dessus, pour ameliorer la production, par 
un animal, de cellules productrices d'anticorps, au criblage in vitro et a 
grande echelle de cellules secretant au moins un anticorps monoclonal 
specifique et affin pour un compose d'interet, conformement au precede 
objet du premier aspect de I'invention. 

La presente invention est illustree, sans pour autant etre limitee, par 
les figures suivantes : 

Fjgure_J.: representation schematique du procede essentiellement 
automatise de criblage de cellules secretant au moins un anticorps 
monoclonal - Vue globale. 

Figure_2: representation schematique des etapes relatives au criblage 

iteratif selon I'etape (14) de la Figure 1 - Vue detaillee. 

Les fleches en pointille indiquent les etapes facultatives. 

fjgure__3: representation schematique des etapes preliminaires 

concernant le procede schematise sur la Figure 1. 

Les voies A et B sont alternatives. 

Les exemples qui suivent sont destines a illustrer, de maniere non 
limitative, des modes de realisation particuliers de la presente invention. 

EXEMPLES 

I- PROCEDE DE CRIBLAGE ; 

M- Etapes preliminaires : 

Ces etapes sont illustrees par la Figure 3. 
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A- Etapes d'immunisation et de recuperation des cellules 
productrices d'anticoros fetapes (1) et (3) ] : 
Dans le cas de I'immunisation d'une souris avec une cellule 
tumorale (compose d'interet), I'animal est sacrifie apres environ 60 a 
65 jours. On preleve alors la rate de I'animal. Les cellules sont ensuite 
dissociees selon un protocole standard, connu de I'homme du metier. 

B- Etapes de fusion cellul aire et de recuperation de cellules 

immorta lisees fetapes (4) et ( 5) J ■ 
Les cellules dissociees sont mises en presence de cellules de 
myelome murin. La fusion s'opere de facon aleatoire avec un rendement 
estime a 0,001%. Le nombre de cellules productrices d'anticorps 
immortalisees (ou cellules hybrides, ou encore hybridomes) ainsi 
generees a environ 3x1 0 8 cellules. 



1-2- Procede de criblaoe : 

Ces etapes sont illustrees par les Figures 1 et 2. 

A- Etape de re pa rtition (10) • 

Les cellules productrices d'anticorps ou les hybridomes sont 
repartis automatiquement par un robot faisant partie du dispositif de mise 
en ceuvre du precede, dans des plaques de culture de 96 puits a raison de 
100 000 cellules par puits environ, dans un milieu selectif. 

On dispose ainsi, par exemple, d'un lot de depart de 160 plaques- 
meres de culture. 



B- Etape de culture surolag uem (19) ■ 

Les plaques-meres de culture sont sorties automatiquement tous 
les jours de I'incubateur et le milieu de culture est remplace 
automatiquement par du milieu neuf. 

Au bout de 7 jours de culture, le milieu de culture est change. 
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A partir de cette etape, I'on entre dans I'etape (14) de criblage 
iteratif (voir Figure 2). 

C- Module de precriblage ; 

5 

a) Etape de transfert (140) : 

Le milieu ancien ainsi preleve est depose dans 160 plaques de 
criblage (plaques de criblage #0) a raison de 100 pi par puits en suivant 
precisement la meme topographie des puits que celle presentee par les 
10 plaques de culture. Ces plaques de criblage sont referencees par rapport 
aux plaques-meres par un code barre. 

b) Etape de precriblage (141) : 

Un anticorps anti-IgG couple a une bille est ajoute a raison de 10 pi 

15 par puits aux puits desdites plaques de criblage #0. Un autre anticorps 
couple a une molecule fluorescente est ajoute a raison de 10 pi par puits. 
Apres 10 minutes d'incubation a temperature ambiante, les plaques de 
criblage sont lues par I'appareil FMAT 8200 (Applied Biosystems) [etape 
(1411) realisee, selon cet exemple, directement dans les puits]. Selon 

20 cette methode de detection, le fluorochrome est excite par un laser. 
L'appareil genere une image des complexes anticorps-billes, a condition 
qu'au moins une population d'lgG soit presente dans i'echantillon. Le 
signal specifique est optimise par rapport au bruit de fond, correspondant 
au signal emis par les reactifs dissocies. 

25 A chaque puits est associe le nombre de photons emis par seconde 

par I'ensemble des complexes. Les puits ne contenant pas d'anticorps 
sont caracterises par un ratio signal/bruit de fond proche de 1 et sont 
elimines. De meme, les puits pour lesquels les signaux obtenus sont 
d'intensite inferieure a une valeur seuil fixee en fonction de I'etalonnage 

30 du test, sont egalement elimines [etape (1412)]. 
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c) Etape de repiquage (142) : 

En fonction de ces resultats, le robot preleve de maniere selective 
les cellules dans les puits des plaques-meres de culture, des lors qu'un 
signal positif significatif a ete detecte dans les puits correspondants des 
plaques de criblage #0. 

Les puits consideres sont alors reunis et partages en deux lots 
identiques de 4 plaques (lots n°1 et n°2). Ces nouvelles plaques de culture 
(plaques de culture #1) sont references par rapport aux plaques-meres 
de culture par un code barre. 

d) Etape de culture sur plaques (143) : 

Les cellules sont cultivees ensuite de la meme facon, pendant 7 
jours suivant le protocole de changement periodique de milieu decrit ci- 
dessus. 

D- Module de criblage primaire : 

a) Etape de transfert (144) : 

Au bout de 7 jours de culture, les memes cellules que celles qui ont 
ete utilisees pour ('immunisation [composes d'interet : etape (1) supra] 
sont distributes automatiquement dans 4 plaques de criblage (plaques de 
criblage #1) a raison de 100 000 cellules par puits, pour un volume initial 
de 50 ul/puits. 

Le milieu de culture du lot n°1 de plaques de culture d'hybridomes 
(plaques de culture #1) est change. 

50 pi du milieu ancien preleve sont redeposes dans les 4 plaques 
de criblage (plaques de criblage #1) ensemencees avec les composes 
d'interet, en suivant precisement la meme topographie des puits. Ces 
plaques de criblage #1 sont references par rapport aux plaques de 
culture #1 par un code barre. 
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De maniere concomitante, le lot n°2 de 4 plaques de culture #1 est 
amplifie par transfert du contenu de chaque puits dans 3 puits d'un 
nouveau lot de 12 plaques de 96 puits, et cultive pendant 7 jours. Parmi 
chaque triplet, le puits ou les cellules presented la meilleure croissance 
5 est selectionne et les cellules sont repiquees dans un puits d'un lot de 12 
plaques de 24 puits. Enfin, apres 7 jours de culture, les cellules de chaque 
puits sont transferees dans 288 flasques de culture cellulaire. Apres 7 
jours de culture, les cellules sont prelev6es, centrifugees et congelees 
dans I'azote liquide (-173°C) pour constituer une premiere banque 
10 cellulaire. 

b) Etape de criblage primaire (145) : 

10 pi d'un anticorps anti-IgG couple a une molecule fluorescente 
sont ajoutes. Apres 10 minutes d'incubation a temperature ambiante, les 

15 plaques de criblage #1 sont lues par I'appareil FMAT 8200 [etape (1452)] 
Le fluorochrome est excite par un laser et I'appareil genere une image des 
cellules marquees, a condition qu'au moins une population d'anticorps 
specifique sort presente dans I'echantillon. Le signal specifique est 
discrimine par rapport au bruit de fond. 

20 A chaque puits est associe le nombre de photons emis par seconde 

par I'ensemble des cellules ainsi marquees. Les puits ne contenant pas 
d'anticorps specifique d'un epitope present a la surface de la cellule cible 
sont caracterises par un ratio signal/bruit de fond proche de 1 et sont 
Amines. De meme, les puits pour lesquels les signaux obtenus sont 

!5 d'intensite inferieure a une valeur seuil fixee en fonction de I'etalonnage 
du test, sont egalement elimines [etape (1453)]. 

Les autres, sort 15 puits, sont repiques dans trois lots de 1 plaque 
de culture (lots n°3, 4 et 5). 

Le lot n°3 est amplifie par transfert du contenu de chaque puits 
dans 3 puits d'un nouveau lot de plaques de 45 puits, et cultive pendant 7 
jcurs. Pour chaque triplet, le puits ou les cellules presented la meilleure 
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croissance est selectionne, et les cellules repiquees dans un puits d'un lot 
de 1 plaque de 24 puits. Enfin, apres 7 jours de culture, les cellules de 
chaque puits sont transferees dans 15 flasques de culture cellulaire. Apres 
7 jours de culture, les cellules sont prelevees, centrifugees et congelees 
dans I'azote liquide (-173°C) pour constituer une deuxieme banque. 

c) Etape de clonage (146) : 

Apres 7 jours d'entretien des cultures, les cellules du lot n°2 sont 
transferees par le robot dans des tubes de clonage. 

Un anticorps anti-IgG couple a un fluorochrome [e.g., une cyanine 
(Amersham Biosciences)] est ajoute automatiquement dans les puits. 
Celui-ci se fixe specifiquement sur les immunoglobulines de surface des 
hybridomes a condition qu'au moins une population de cellules (ou clone) 
secrete des anticorps. 

Apres 10 minutes d'incubation, les cellules sont donees dans une 
plaque de culture a I'aide d'un cytometre de flux analyseur-trieur, qui 
depose selectivement les cellules marquees par I'anticorps a raison d'une 
cellule par puits. On obtient ainsi, par exemple, 7 clones positifs. 

Les etapes de repiquage des cellules donees sur les plaques de 
culture #2 [etape (147)] et culture sur plaques [etape (148)] sont 
identiques a celles decrites ci-dessus. 

E- Module de criblaae secondaim • 

a) Etape de transfert (149) : 

Apres 7 jours de culture, les memes cellules que celles qui ont ete 
utilisees pour I'immunisation [composes d'interet: etape (1)] sont 
distributes automatiquement dans 1 plaque de criblage (plaque de 
criblage #2) a raison de 100 000 cellules par puits, pour un volume initial 
de 50 pl/puits. 
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Un autre lot de deux plaques de criblage #2 est ensemence avec 
des cellules, provenant du meme tissu que les cellules cibles mais 
presentant un phenotype sain. Ces cellules sont dites « normales » ou 
« temoins». 

Le milieu de culture du lot n'1 de plaques de culture d'hybridomes 
(plaques de culture #2) est change. Le milieu ancien est conserve 50 ul 
de ce milieu dont deposes dans la plaque de criblage #2 ensemencee 
avec les cellules cibles. 50 autres pi du milieu ancien sont deposes dans 
le lot ensemence avec les cellules temoins en suivant precisement la 
meme topograph des puits. Ces plaques de criblage #2 sont references 
par rapport aux plaques de culture #2 par des codes-barres. 

b). Etape de criblage secondaire (150) ; 

10 pi d'un anticorps anti-IgG couple a une molecule fluorescente 
1 5 sont ajoutes dans lesdites plaques de criblage #2. 

Apres 10 minutes d'incubation a temperature ambiante, les plaques - 
de criblage #2 sont lues par I'appareil FMAT 8200 [etape (1502)] 
L'appareil genere une image des cellules marquees, a condition qu'au 
moms une population d'anticorps specifique de I'un ou I'autre des types 
cellulaires (tumoral ou normal) soit presente dans rechanWon. Le signal 
specifique est discrimine par rapport au bruit de fond. 

Par comparaison entre les puits contenant le meme echantillon de 
surnageant, les anticorps diriges specifiquement centre les cellules cibles 
sont identifies. Ceci correspond par exemple a 3 clones [etape (1503)] 

Immediatement apres le prelevement des surnageants de culture 
les clones cellulaires sont amplifies par transfert de cheque puits dans 3 
puits d'un nouveau lot de plaque de 21 puits, et cultives pendant 7 jours 
Pour cheque triplet, le puits ou les cellules presentent la meilleure 
croissance est selectionne, et les cellu.es sont repiquees dans un puits 
d'un lot de 1 plaque de 24 puits. Enfin, apres 7 Jours de culture, les 
cellules de cheque puits sont transferees dans 7 flasques de culture 
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cellulaire. Apres 3 3 7 jours de culture, les cellules sont prelevees, 
centrifug§es et congelees dans I'azote liquide (-173°C) pour constituer 
une troisfeme banque. 

5 Les etapes de repiquage s6lectif des cellules sur les plaques de 

culture #3 [etape (151)] et culture sur plaques [etape (152)] sont 
identiques & celles decrites ci-dessus. 

10 F- Module de criblage tertiaire : 

a) Etape de transfert (153) : 

Les surnageants de culture des 3 clones identifies lors du criblage 
secondaire sont preleves et deposes dans 3 puits d'une plaque de 
15 criblage #3. 

b) Etape de criblage tertiaire (154) : 

L'affinite des anticorps pour Pantigene est analysee grace a un 
appareil de type Biacore 3000 [etape (1542)]. 
20 Les anticorps sont classes en fonction des constantes d'affinite 

et/ou cinetiques obtenues [etape (1543)]. A ce stade, il reste, par exemple, 
deux anticorps. 

Les antig^nes totaux des cellules cibles sont isotes par les 
techniques de proteomique et immobilises par Western blot. Les deux 
25 anticorps selectionnes lors du criblage tertiaire sont deposes sur les 
prolines ainsi fixees. Apres incubation, on ajoute un anticorps anti-IgG 
marque avec un fluorochrome (par exemple, la fluoresceme). On identifie, 
par detection de la fluorescence, Tantigene specifique de chaque 
anticorps [etape (15422)]. 

30 
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PROCEDE POUR AMELIQRER LA PRODUCTION DE CELLULES 
PRODUCTRICES D'ANTICORPS • 

L'exemple qui suit illustre le cas oil le compose d'interet considere 
est une cellule tumorale [etapes (30) a (38)]. 

11-1- Matertels et methodes fe tapes (301 et (32)] ; 

Les experiences ont ete realisees chez la souris, avec des cellules 
dendritiques murines, et des cellules de myelome murin (SP2/0). 

Les cellules dendritiques hybrides (cellules DH) obtenues par fusion 
[etape (30)] ont ete analysees. Elles possedent le caractere des cellules 
dendritiques de souris (reconnaissance par des anticorps specifiques de 
ces cellules en cytofluorometrie). En outre, elles presentent a leur surface 
les epitopes, y compris les epitopes cryptiques, de la cellule tumorale. 
Cette derniere caracteristique a ete verifiee apres fusion de cellules 
dendritiques et de cellules de myelome SP2/0 et observation en 
microscopie electronique. La presence de particules intracisternales A 
(IAP) etait exclusive des cellules SP2/0, ce qui a confirme ('hybridation. 



"" 2_ Etape (34 > d'immunisation et etapes suivantes : 

Le protocole d'immunisation a ete le suivant. Quatre groupes de 
quatre souris Balb/c ont ete traites comme suit : 

- groupe A : 4 souris ont ete immunisees avec des cellules SP2/0 ; 

- groupe B : 4 souris ont ete immunisees avec des cellules SP2/0 
irradiees (UV) ; 

- groupe C : 4 souris ont ete immunisees avec des cellules DH non 
irradiees ; et 

- groupe D : 4 souris ont ete immunisees avec des cellules DH irradiees 
(UV). 

On a observe la mortalite sur une duree standard d'un mois apres 
la premiere inoculation. 
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L'analyse de la reponse immunitaire humorale (ou taux 
d'immunisation) [etape (36)] a ete effectuee a I'aide de la technique 
E.LI.S.A. Les tests ont ete realises a partir d'echantillons de serum dilues 
au millieme sur des plaques de 96 puits recouverts de cellules SP2/0, 
5 ceci afin d'evaluer qualitativement la presence d'anticorps diriges contre 
les antigenes de ces cellules dans le serum des animaux traites. 

L'echelle adoptee pour la mesure a ete la suivante : 

0 aucune reponse 
+ faible reponse 
10 ++ reponse moyenne 

+++ reponse elevee 
++++ reponse tres elevee. 
Les resultats obtenus sont les suivants : 

- groupe A : comme attendu, la mortalite due a des metastases (ascites) 
15 etait de 100%, avec une survie moyenne de 10 a 1 5 jours. 

- groupe B : il n'y pas eu de mortalite et la reponse immunitaire contre les 
cellules SP2/0 etait approximativement +/-, et pouvait aller jusqu'a + 
contre des cellules SP2/0 fixes. 

- groupe C : les resultats etaient similaires a ceux observes avec le 
20 groupe A, avec une mortalite elevee. 

- groupe D : il n'y a pas eu de mortalite et la reponse immunitaire etait 
situee entre +++ et ++++. 

Les groupes B et D ont ete confrontes a I'inoculation de cellules 
SP2/0 non irradiees (par consequent capables d'induire une reponse 
25 tumorale avec ascite). Dans le groupe B, la mortalite etait de 100%, tandis 
que, dans le groupe D, les souris restent en bonne sante apres 4 mois. 



REVENDICATIONS 

1 . Procede essentiellement automatise de criblage in vitro et a grande 
echelle de cellules secretant au moins un anticorps monoclonal specifique 

5 et affin pour un compose d'interet, ledit procede comprenant au moins les 
eta pes suivantes : 

(10) la distribution de cellules productrices d'anticorps dans au moins un 
puits d'au moins une plaque de culture ; 

(12) la culture desdites cellules dans des conditions permettant leur 
10 croissance, avec detection concomitante de la croissance cellulaire et de 
la qualite des cultures ; 

(14) le criblage iteratif desdites cellules pour la secretion d'anticorps, avec 
clonage des cellules secretant au moins un anticorps interagissant avec 
ledit compose d'interet ; et 
15 (16) la selection d'au moins une cellule secretant un anticorps monoclonal 
specifique et affin pour ledit compose d'interet. 

2. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que ledit 
compose d'inter§t est un antigene comprenant au moins un epitope. 

20 

3. Procede selon la revendication 2, caracterise en ce que ledit 
antigene est choisi parmi : des proteines, des acides nucleiques, des 
particules virales, des peptides synthetiques, des composes chimiques, 
des organes, des organelles, des cellules entieres, des fragmentations 

25 sub-cellulaires. 

4. Procede selon la revendication 3, caracterise en ce que ledit 
antigene est une cellule tumorale. 
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5. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que ladite 
distribution selon I'etape (10) est effectuee a raison d'au moins 
3x1 0 5 cellules par puits. 

6. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que chaque 
etape est realisee en atmosphere sterile. 

7. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que ladite etape 
(10) est au moins precedee par les etapes preliminaires suivantes : 

(1) I'immunisation d'au moins un animal, avec ledit compose d'interet ; 

(2) facultativement, la mesure de la reponse immunitaire dudit animal ; et 

(3) la recuperation des cellules productrices d'anticorps. 

8. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que ladite etape 
(10) est au moins precedee par les etapes preliminaires suivantes : 

(0) la mise en contact d'au moins une cellule dendritique et dudit compose 
d'interet, de sorte que ladite cellule dendritique presente au moins un 
epitope dudit compose d'interet ; 

(1) I'immunisation d'au moins un animal, avec ladite cellule dendritique 
presentant ledit epitope ; 

(2) facultativement, la mesure de la reponse immunitaire dudit animal ; et 

(3) la recuperation des cellules productrices d'anticorps. 

9. Procede selon la revendication 8, caracterise en ce que, lorsque 
ledit compose d'interet est une cellule tumorale, ladite etape (0) comprend 
au moins : 

(01) la fusion de ladite cellule dendritique et de ladite cellule tumorale ; et 

(02) la recuperation d'au moins une cellule dendritique hybride. 

10. Procede selon la revendication 7 ou 8, caracterise en ce que 
lesdites etapes preliminaires comprennent en outre : 
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(4) la fusion desdites cellules productrices d'anticorps avec des cellules 
immortalisees ; et 

(5) la recuperation des cellules productrices d'anticorps immortalisees. 

11. Precede selon la revendication 7 ou 8, caracterise en ce que 
lesdites cellules productrices d'anticorps sont choisies parmi les cellules 
de souris, de rat, de lapin, d'homme. 

12. Precede selon la revendication 11, caracterise en ce que lesdites 
cellules productrices d'anticorps sont des cellules de souris. 

13. Proced6 selon Tune quelconque des revendications 7 a 12, 
caracterise en ce que lesdites etapes preliminaires ne sont pas 
automatisees. 

14. Precede selon la revendication 1, caracterise en ce que ladite etape 
(14) de criblage iteratif comprend au moins le module de criblage suivant, 
susceptible d'etre itere : 

- le transfert du milieu de culture preleve a partir d'au moins un puits 
d'au moins une plaque de culture, dans au moins un puits d'au moins 
une plaque de criblage ; 

- le criblage des cellules pour au moins un critere de selection donne ; 

- le repiquage selectif des cellules satisfaisant ledit critere dans au 
moins un puits d'au moins une nouvelle plaque de culture ; et 

- la culture desdites cellules dans des conditions permettant leur 
croissance, avec detection concomitante de la croissance cellulaire et 
de la qualite des cultures. 



15. Precede selon la revendication 14, caracterise en ce que ladite 
etape (14) comprend un module de precriblage, dans lequel ledit critere 
de selection est la secretion d'anticorps : 



40 



(140) le transfert du milieu de culture dans au moins un puits d'au moins 
une plaque de criblage ; 

(141) le precriblage des cellules pour la secretion d'anticorps ; 

(142) le repiquage selectif des cellules secretant au moins un anticorps 
sur au moins une plaque de culture ; et 

(143) la culture desdites cellules. 

16. Precede selon la revendication 14, caracterise en ce que ladite 
etape (14) comprend un module de criblage primaire, dans lequel ledit 
critere de selection est la secretion d'anticorps interagissant avec ledit 
compose d'interet : 

(144) le transfert du milieu de culture dans au moins un puits d'au moins 
une plaque de criblage ; 

(145) le criblage primaire desdites cellules pour la secretion d'au moins un 
anticorps interagissant avec ledit compose d'interet ; 

(146) le clonage des cellules secretant au moins un anticorps 
interagissant avec ledit compose d'interet ; 

(147) le repiquage des cellules donees sur au moins une plaque de 
culture ; et 

(148) la culture desdites cellules. 

17. Procede selon la revendication 16, caracterise en ce que ledit 
module de criblage primaire est mis en oeuvre apres ledit module de 
precriblage selon la revendication 15. 

18. Procede selon la revendication 16 ou 17, caracterise en ce que 
ladite etape (14) comprend en outre un module de criblage secondaire, 
dans lequel ledit critere de selection est la secretion d'anticorps 
monoclonaux specifiques dudit compose d'interet : 

(149) le transfert du milieu de culture dans au moins un puits d'au moins 
une plaque de criblage ; 
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(150) le criblage secondare desdites cellules pour la secretion d'un 
anticorps monoclonal specifique dudit compose d'interet ; 

(151) le repiquage selectif des cellules secretant un anticorps monoclonal 
specifique dudit compose d'interet sur au moins uhe plaque de culture ; et 

5 (152) la culture desdites cellules. 

19. Precede selon la revendication 18, caracterise en ce que ladite 
etape (14) comprend en outre un module de criblage tertiaire, dans lequel 
ledit critere de selection est la secretion d'anticorps monoclonaux 
10 specifiques et affins pour ledit compose d'interet : 

(153) le transfert du milieu de culture dans au moins un puits d'au moins 
une plaque de criblage ; 

(154) le criblage tertiaire desdites cellules pour la secretion d'un anticorps 
monoclonal specifique et affin pour ledit compose d'interet ; et 

15 (155) facultativement, le repiquage selectif des cellules secretant un 
anticorps monoclonal specifique et affin pour ledit compose d'interet sur 
au moins une plaque de culture ; et 
(156) facultativement, la culture desdites cellules. 

20 20. Precede selon la revendication 1, caracterise en ce que ladite etape 
(16) comprend : 

(16) la selection d'au moins une cellule secretant un anticorps monoclonal 
de specificite et/ou d'affinite pour ledit compose d'interet superieures a 
celles des anticorps monoclonaux secretes par les autres cellules. 

25 

21. Precede selon la revendication 20, caracterise en ce que ladite 
etape (16) n'est pas automatisee. 

22. Precede selon la revendication 1 ou 14, caracterise en ce que ladite 
30 culture est effectuee sur une periode comprise entre au moins 7 jours et 
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au plus 21 jours, ladite periode etant de preference comprise entre 7 et 15 
jours. 

23. Procede selon la revendication 1 ou 14, caracterise en ce que ladite 
5 detection lors de ladite etape de culture n'est pas automatisee. 

24. Procede selon la revendication 14, caracterise en ce qu'une 
banque cellulaire est constitute pour au moins un module de criblage. 

10 25. Procede selon la revendication 15, caracterise en ce que ladite 
etape (141) comprend au moins : 

(1411) la detection de la secretion d'anticorps ; et 

(1412) la selection des cellules secretant au moins un anticorps. 

15 26. Procede selon la revendication 25, caracterise en ce que ladite 
etape (1411) comprend au moins : 

(14111) le prelevement d'au moins un echantillon de surnageant de 
culture ; et 

(141 12) la detection de la secretion d'anticorps dans ledit echantillon. 

20 

27. Procede selon la revendication 25, caracterise en ce que ladite 
etape (1411) comprend au moins la detection de la secretion d'anticorps 
directement dans les puits. 

25 28. Procede selon la revendication 16, caracterise en ce que ladite 
etape (145) comprend au moins : 

(1451) le prelevement d'au moins un echantillon de surnageant de 
culture ; 

(1452) la detection de ('interaction des anticorps avec ledit compose 
30 d'interet dans ledit echantillon ; et 



43 



(1453) la selection des cellules secretant au moins un anticorps 
interagissant avec ledit compose d'interet. 

29. Procede selon la revendication 18, caracterise en ce que ladlte 
etape (150) comprend au moins : 

(1501) le prelevement d'au moins un echantillon de surnageant de 
culture ; 

(1502) la detection, dans ledit echantillon, d'une interaction specifique 
entre un anticorps monoclonal et ledit compose d'interet ; et 

(1503) la selection des cellules secretant un anticorps monoclonal 
specifique dudit compose d'interet. 

30. Procede selon la revendication 19, caracterise en ce que iadite 
etape (154) comprend au moins : 

(1541) le prelevement d'au moins un echantillon de surnageant die 
culture ; et 

(1542) la mesure de I'affinite d'un anticorps monoclonal pour ledit 
compose d'interet. 

31. Procede selon la revendication 30, caracterise en ce que I'etape 
(1542) comprend au moins : 

(15421) la mesure de I'affinite d'un anticorps monoclonal pour ledit 
compose d'interet ; et 

(15422) ('identification et/ou la localisation d'au moins un epitope dudit 
compose d'interet. 

32. Procede selon la revendication 31, caracterise en ce que lesdites 
etapes (15421) et (15422) sont concomitantes. 



33. Procede selon la revendication 30, caracterise en ce que I'etape 
(154) comprend en outre : 
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(1543) le classement des anticorps monoclonaux sur la base de leur 
specificite et/ou de leur affinite pour ledit compose d'interet. 

34. Procede pour ameliorer la production, par un animal, de cellules 
productrices d'anticorps diriges contre un compose d'interet, ledit procede 
permettant de stimuler la reponse immunitaire dudit animal et d'augmenter 
le nombre d'anticorps differents produits par lesdites cellules et diriges 
contre ledit compose d'interet, caracterise en ce qu'il comprend au moins 
les etapes suivantes : 

(20) la mise en contact d'au moins une cellule dendritique et dudit 
compose d'interet, de sorte que ladite cellule dendritique presente au 
moins un Epitope dudit compose d'interet ; 

(22) ('immunisation dudit animal, avec ladite cellule dendritique presentant 
ledit Epitope ; 

(24) facultativement, la mesure de la reponse immunitaire dudit animal ; et 
(26) la recuperation des cellules productrices d'anticorps. 

35. Procede selon la revendication 34, caracterise en ce que ledit 
compose d'interet est un antigene comprenant au moins un epitope. 

36. Procede selon la revendication 35, caracteris6 en ce que ledit 
antigene est choisi parmi : des proteines, des acides nucleiques, des 
particules virales, des peptides synthetiques, des composes chimiques, 
des organes, des organelles, des cellules entieres, des fragmentations 
sub-cellulaires. 

37. Procede pour ameliorer la production, par un animal, de cellules 
productrices d'anticorps diriges contre une cellule tumorale, ledit procede 
permettant de stimuler la reponse immunitaire dudit animal et d'augmenter 
le nombre d'anticorps differents produits par lesdites cellules et diriges 
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contre ladite cellule tumorale, caracterise en ce qu'il comprend au moins 
les etapes suivantes : 

(30) la fusion d'au moins une cellule dendritique et de ladite cellule 
tumorale ; 

5 (32) la recuperation d'au moins une cellule dendritique hybride ; 

(34) ('immunisation dudit animal, avec ladite cellule dendritique hybride ; 
(36) facultativement, la mesure de la reponse immunitaire dudit animal ; et 
(38) la recuperation des cellules productrices d'anticorps. 

10 38. Procede selon la revendication 34 ou 37, caracterise en ce que 
ladite cellule dendritique est une cellule dendritique de souris. 

39. Procede selon la revendication 34 ou 37, comprenant en outre au 
moins les etapes suivantes : 

15 (40) la fusion desdites cellules productrices d'anticorps avec des cellules 
immortalisees ; et 

(42) ia recuperation des cellules productrices d'anticorps immortalisees. 

40. Application du procede selon la revendication 34, au criblage in 
20 vitro et a grande echelle de cellules secretant au moins un anticorps 

monoclonal specifique et affin pour un compose d'interet, conformement 
au procede selon la revendication 1. 

41 . Application selon la revendication 40, caracterisee en ce que ledit 
25 compose d'interet est un antigene comprenant au moins un epitope. 

42. Application selon la revendication 41, caracterisee en ce que ledit 
antigene est choisi parmi : des proteines, des acides nucleiques, des 
peptides synthetiques, des composes chimiques, des organes, des 

30 cellules entieres, des fragmentations sub-cellulaires. 
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43. Application du procede selon la revendication 37, au criblage in 
vitro et a grande echelle de cellules secretant au moins un anticorps 
moncclonal specifique et affin pour une cellule tumorale, conformant au 
procede selon la revendication 1. 
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